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人参多糖和当归多糖诱导人内皮细胞表达

造血生长因子的实验研究!

吴 宏 姜 蓉 郑 敏 王亚平

内容提要 目的：研究和论证人参和当归促进血细胞生成及“补气生血”的现代生物学机理。方法：采用

造血生长因子生物活性检测与免疫细胞化学等技术，研究经人参多糖（-./）和当归多糖（0./）诱导的人脐
静脉内皮细胞株（123$(+）上清液（41256）中造血生长因子的活性及粒单系集落刺激因子（-675/8）、9:7$
和9:7,在内皮细胞的表达。结果：-./和0./体外诱导制备的41256能显著促进粒单系造血祖细胞
（58;7-6）和多向性造血祖细胞（58;76<=）的增殖；同时，-./和0./能不同程度地促进内皮细胞-67
5/8、9:7$和9:7,蛋白表达。结论：-./和0./能上调造血微环境中的内皮细胞分泌造血生长因子来调节
血细胞的生成。
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血管内皮细胞（15）是造血诱导微环境的重要组
成成分。15能分泌多种细胞因子调控造血（)，*）。人参
与当归是中医学的“补气”和“补血”要药，人参多糖

（-./）和当归多糖（0./）为其主要药物成分之一。本
研究采用造血生长因子生物活性检测与免疫细胞化学

等技术，探讨-./和0./诱导人内皮细胞表达粒单
系集落刺激因子（-675/8）、9:7$、9:7,与促进人造血
祖细胞增殖分化的相互关系。

材料与方法

) 药品 人参多糖（-<?OD?@."GSOF22KFJ<MD，-./）：

重庆中药研究所分离、提取、纯化，纯度"%(X；当归多
糖（0?@DG<2FI"GSOF22KFJ<MD，0./）：兰州医学院血液病研
究所惠赠，纯度"&YX。

* 细胞 人脐静脉内皮细胞株（123$(+）：购自中
国科学院上海细胞生物学研究所。人骨髓细胞

（KZ65）：取自本校外科手术切除肋骨，供髓者无放、
化疗史，骨髓细胞涂片检查无造血系统异常。淋巴细

胞分离液分离骨髓单个核细胞，B.697),+(培养液洗
涤，过+号针头制备单细胞悬液。

$ 主要试剂 B.697),+(培养基、96[6培养
基、甲基纤维素，美国-9Z5\公司产品；马血清、重组
人白细胞介素7$（JK9:7$）和红细胞生成素（1.\），中国
军事医学科学院提供；小牛血清，购自杭州四季青公
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司；重组人粒单系集落刺激因子（!"#$%&’(），北京北
医联合生物工程公司产品；!")*%+，北京北方同正生物
技术公司分装；大鼠抗人#$%&’(单克隆抗体，美国

,"-!./0120公司产品；大鼠抗人)*%3、)*%4单克隆抗
体，美国’-05-&!67公司产品；过氧化物酶标记的链霉
卵白素染色试剂盒，北京中山生物技术有限公司产品。

8 内皮细胞培养上清液（9:;&$）制备 在含

+<=小牛血清>,$)%+48<培养液中常规传代培养，待
内皮细胞铺满瓶底后进行分组，对照组：常规培养，不

加任何刺激物；)*%+组：培养体系中加入)*%+（终浓度
为+<<?／.@）；#,’组：培养体系中加入#,’（终浓度
为A<!1／.@）；B,’组：培养体系中加入B,’（终浓度为

C<<!1／.@）。培养+天，收集上清液。

A 造血生长因子活性检测 粒单系祖细胞
（&(?%#$）培养采用本室常规方法（3），人多向性造血
祖细胞（&(?%$/D）的体外甲基纤维素培养参照《血液
实验学》（8），在&(?%#$和&(?%$/D培养中设置：对
照组：常规培养；实验对照组（9:;&$组）：常规培养
的基础上加入+<=（E／E）未经刺激的9:;&$；#,’
组：常规培养的基础上加入+<=（E／E）经#,’诱导制
备的9:;&$；B,’组：常规培养的基础上加入+<=
（E／E）经B,’诱导制备的9:;&$；)*%+组：常规培养
的基础上加入+<=（E／E）经)*%+诱导制备的9:;%
&$。以每种植+F+<A 个骨髓有核细胞所生成的

&(?%#$、&(?%$/D集落数评价各种9:;&$中造血
生长因子生物学活性。

4 #$%&’(、)*%3和)*%4蛋白表达 采用’,免
疫细胞化学法检测各组（作用浓度和时间同8）的内皮
细胞胞质中#$%&’(、)*%3和)*%4蛋白表达情况。并
设置不加一抗的阴性对照组。光镜下计数3<<个细胞
／每张载片，计算3种造血生长因子蛋白表达阳性率及
阳性强度〔强阳性（GGG），阳性（GG），弱阳性（G），阴
性（H），分别计为3、C、+和<分〕，求出表达的积分指
数（积分指数I阳性百分率F强度计分）。

J 统计学方法 所获数据经计算机’B’统计软
件处理，进行方差分析和!检验。

结 果

+ #,’和B,’诱导制备的9:;&$中所含造血
生长因子生物学活性的检测 常规制备的9:;&$对

&(?%#$和&(?%$/D的增殖分化有一定刺激作用，
而经)*%+或#,’、B,’体外诱导制备的9:;&$能显
著促进&(?%#$和&(?%$/D的增殖（图+、图C）。提
示#,’和B,’能诱导血管内皮细胞生成造血生长因

图! #,’和B,’诱导制备的9:;&$对&(?%#$增殖
的影响

注：与9:;&$组比较，!""<K<A；#I+4；图C同

图" #,’和B,’诱导制备的9:;&$对&(?%$/D增殖
的影响

子样活性。

C #,’和B,’对#$%&’(、)*%3和)*%4蛋白表
达的影响 免疫细胞化学检测显示静止状态下:&胞
浆内#$%&’(和)*%4蛋白表达阳性率及强度均很低，

:&胞浆内几乎无)*%3蛋白表达；经)*%+或#,’、B,’
体外诱导+天后内皮细胞表达#$%&’(、)*%3和)*%4
蛋白的阳性率和阳性强度均明显提高，且与对照组比

较差异有显著性（图B、L、&、M、:、(，表+）。

讨 论

既往研究证明（8，A）：人参多糖、当归多糖是人参和

当归“补气生血”或促进血细胞生成的有效成分，对髓

系造血干（祖）细胞的增殖分化有明确的调控作用，但

其机理尚不清楚。内皮细胞是造血微环境中的重要基

质细胞成分，它可通过分泌造血生长因子（9#(）对血
细胞发生进行调控（4）。&-0N-@等（J）研究发现在骨髓内
皮细胞培养上清中含有干细胞因子（’&(）、)*%4、#$%
&’(、)*%+"、)*%++和粒系集落刺激因子（#%&’(），其上
清可扩增由脐带血单个核细胞富集的&M38G细胞。

O-7P/2;等（Q）证明在脐静脉内皮细胞与&M38G细胞协
同培养的上清中可检测到)*%4、*)(、#%&’(、#$%
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表! !"#和$"#对内皮细胞表达!%&’#(、)*&+和)*&,的影响 （!-.，!"/#）

组别 !
表达阳性率（0）

!%&’#( )*&+ )*&,

积分指数

!%&’#( )*&+ )*&,
对照 1, 2345/136+ +371/1314 4355/1317 6315/6368 636,/6361 631./6365

!"#诱导 1, +,324/734," 7.382/731." +.35+/7315" 6382/631." 6354/6362" 6341/631,"

$"#诱导 1, +4355/+361" 7,3+2/73,." +5378/7368" 6341/631," 6352/6317" 6385/6362"

)*&1诱导 1, +23,8/73.5" +1381/73,+" +53.+/+37." 634./6376" 63,+/6318" 638./6371"

注：与对照组比较，"$#6361

图! 静止状态下内皮细胞的!%&’#(蛋白表达水平较低（)’’91666）；图" 静止状态下内皮细胞的)*&,蛋白表达水平较
低（)’’91666）；图# 静止状态下内皮细胞的)*&+蛋白表达水平较低（)’’9766）；图$ !"#诱导7.:后，内皮细胞!%&’#(蛋
白表达显著提高（)’’91666）；图% !"#诱导7.:后，内皮细胞)*&,蛋白表达明显提高（)’’91666）；图& $"#诱导7.:后，内
皮细胞)*&+蛋白表达显著增加（)’’9766）

’#(、单核细胞集落刺激因子（%&’#(）。)*&1!和糖皮
质激素并不直接作用于造血祖细胞，但它们可以分别

上调和下调内皮细胞表达造血生长因子而间接调控造

血。从造血干细胞到造血祖细胞的增殖分化直至成熟

血细胞的形成过程中，存在着多种造血生长因子的网

络性调控作用，其中造血祖细胞是造血调控的重要阶

段，造血祖细胞膜上有;!(受体，可受相应;!(调
节，形成不同集落，因此，造血祖细胞体外培养能检测

;!(的生物学活性。本研究采用造血祖细胞体外培
养技术，研究!"#和$"#对人脐静脉内皮细胞株

<=>+6.分泌造血生长因子的影响及其与血细胞发生
的相互关系，结果表明：经!"#、$"#或)*&1诱导制备
的内皮细胞培养上清液对’(?&!%和’(?&%@A的增
殖分化有明显促进作用，提示其中;!(含量或活性有
所增加。我们推测!"#和$"#对内皮细胞表达;!(

具有明显的刺激作用。

机体内多种细胞和组织可产生!%&’#(，尤其是
活化的B淋巴细胞、)*&1诱导的巨噬细胞、成纤维细
胞及内皮细胞等。)*&+在体内主要由活化的B淋巴
细胞产生，是刺激造血干细胞、髓系和淋巴系细胞增殖

分化的集落刺激因子（2）。)*&,可诱导骨髓造血干细胞
生长和巨核细胞成熟，在造血调控中与!%&’#(和

)*&+有协同作用。研究;!(的蛋白表达及调控能深
入阐明造血调控的分子生物学机理。;!(生物学活
性检测仅反映了内皮细胞条件培养液所含;!(的生
物学活性，;!(有其多效性和丰余性的特点，为进一
步阐明!"#和$"#能诱导和影响哪些;!(表达，本
研究采用免疫细胞化学#"法对内皮细胞的!%&’#(、

)*&+和)*&,蛋白表达进行检测，结果表明：)*&1或

!"#、$"#诱导后内皮细胞的!%&’#(、)*&+和)*&,
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蛋白表达阳性率和强度积分值均显著高于对照组，这

与生物学活性检测的结果相吻合。我们的研究结果提

示：!"#和$"#调控造血的机理之一是上调造血微环
境中的内皮细胞分泌造血调控因子来调节血细胞的生

成。
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活络止痛片治疗骨痹的临床观察
黄 霖 杨 辉

广州医学院第一附属医院中医科（广州O%I%GI）

从%FFO年开始，我们采用活络止痛片治疗骨痹，获得较好
的疗效。现报告如下。

临床资料 %IO例，均在中医老年病专科门诊治疗，采用随
机数表法随机分为治疗组与对照组。治疗组QJ例，男GP例，
女NQ例；年龄JG!MP岁，平均Q%WQ岁；病程%!%J年，平均O
!P年；部位：膝关节退行性变JQ例，腰椎退行性变%P例。对
照组Q%例，男GM例，女NJ例；年龄JN!MQ岁，平均QNW%岁；病
程P个月!%N年，平均O!Q年；部位：膝关节退行性变NF例，
腰椎退行性变GG例。两组在性别、年龄、病程、病变部位方面
基本相似，经统计学分析，差异无显著性（!!IWIO）。
诊断标准：依据《中医病证诊断疗效标准》的骨痹诊断依

据。即：（%）腰腿、腰脊、膝关节隐隐作痛，屈伸、俯仰、转侧不
利，反复缠绵不愈。（G）起病隐袭，发病缓慢，多见于中老年人。
（N）局部关节轻度肿胀，活动时关节有喀剌声或磨擦声。严重
者肌肉萎缩，关节畸形，腰弯背驼。（J）X片检查：提示骨质疏
松，关节面不规则，关节间隙狭窄，软骨下骨质硬化，以及边缘

唇样改变，骨赘形成。（O）查血沉、抗“Y”、粘蛋白、类风湿因子
等，排除风湿性关节炎及类风湿性关节炎。

治疗方法 治疗组：口服活络止痛片（由广东省饶平制药

厂加工制成。组成：肉苁蓉、桑寄生、蕲蛇、防风、川乌、三七、元

胡、大黄等，每片药含生药%@），每日N次，每次O片，饭后开水
送服，连服N个月。对照组：口服壮骨关节丸（南方制药厂，组
成：狗脊、仙灵脾、独活、骨碎补、木香、鸡血藤、川断、熟地等），

每日G次，每次Q@，早晚饭后开水送服，连服N个月。两组病例
均停用其他中、西药物，每周观察记录%次，连续治疗N个月后

评定疗效及X线摄片复查，停药N个月后追踪观察。
结 果

% 疗效评定标准 按《中医病证诊断疗效标准》的骨痹疗
效评定标准。治愈：关节疼痛，肿胀消失，活动功能恢复正常。

好转：关节肿胀、疼痛减轻，活动功能好转。未愈：关节疼痛及

肿胀无变化。

G 疗效 治疗组QJ例，治愈J%例（QJW%Z），好转M例
（%IWFZ），未愈%Q例（GOWIZ），总有效率为MOWIZ；对照组Q%
例，治愈GP例（JOWFZ），好转P例（%NW%Z），未愈GO例
（J%WIZ），总有效率为OFWIZ，经"G检验，治疗组疗效显著优
于对照组（!!IWI%）。

N X线影像指标 治疗N个月后复查，治疗组QJ例中，

OF例（FGWGZ）X线表现与治疗前比较相差不大，O例则有不同
程度的变化，如骨质疏松增加，关节间狭窄，骨赘增大等。说明

活络止痛片治疗骨痹，能延缓、减轻骨质的退行性改变。

讨 论 骨痹是由于年老体衰，肾精亏损，骨失滋养，气血

失调所致的局部和全身骨关节退行性变，以肾虚精亏为本，寒

凝、瘀血为标，骨失所养而致关节畸形，肌肉萎缩，寒凝、瘀血而

致局部疼痛、肿胀，功能障碍。治疗上，以补肾壮骨荣筋为治

本，祛风、散寒、祛瘀、通痹为治标。活络止痛片能达到标本兼

治的功效。方中肉苁蓉补肾填精，桑寄生补肾通经络，共为君

药，蕲蛇、防风祛风搜邪，川乌散寒，三七、元胡活血祛瘀通经，

均为辅药，佐以大黄清骨火以通痹，合用而有补肾填精，壮骨蠲

痹之效。全方补而不腻，温而不燥，疗效佳，兼可长期服用而无

温燥之余，故尤适用于骨痹。

（收稿：GII%VIMV%O 修回：GIIGVIJVIO）
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